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Optimierung von Zellen fur die endogene Genaktivierung 

Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft Verfahren zur Optimierung der Genexpression in Zellen. Ein 
erster Aspekt betrifft ein Verfahren zum Verandern der Expression eines in einer 
eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden Zielgens durch Einfuhren einer 
heterologen Expressionskontrollsequenz oder/und eines Amplifikationsgens in das 

10 Genom der Zelle mittels homologer Rekombination, sowie das durch eine 
ortsspezifische Rekombinase vermittelte Herausschneiden der inserierten Fremd- 
DNA und ihr Ersetzen durch weitere heterologe Expressionskontrollsequenzen 
oder/und Amplifikationsgenen. Weiterhin betrifft die Erfindung das Einfuhren einer 
oder rnehrerer Nukleinsauresequenzen, an die ein Aktivatorprotein oder ein 

15 Aktivatorproteinkomplex, z.B. ein Hypoxia-lnducible-Factor (HIF) bindet, in das 
Genom einer eukaryontischen Zelle durch homologe Rekombination, um die 
Expression eines Zielgens zu verandern. Desweiteren betrifft die Erfindung ein 
Verfahren zum Testen des Einflusses 5'-seitig oder 3'-seitig nicht kodierender 
Nukleinsaurefragmente auf die Expression eines Zielgens durch Bestimmen der 

20 Expression eines Reportergens. Au&erdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Bereitstellung einer eine Rekombinase-Zielsequenz enthaltende DHFR-negative 
eukaryontische Zelle sowie die Expression einer in der Rekombinase-Zielsequenz 
inserierten Nukleinsauresequenz. 

25 Die Genexpression in einer Zelle kann konstitutiv, beispielsweise bei sogenannten 
Housekeeping-Genen, oder reguliert erfolgen. Die regulierte Expression ist 
insbesondere fur Gene notwendig, die nur in einem bestimmten Entwicklungs- 
stadium der Zelle oder bei einer Anderung der Umweltbedingungen exprimiert 
werden mussen. 

30 

Die Expression wird auf der Transkriptionsebene durch den operativ mit der 
kodierenden Nukleinsauresequenz verbundenen Promotor reguliert, dessen 



- 2 - 

Aktivitat durch Repressoren und Aktivatoren gesteuert werden kann. Eine 
Bindung von Repressoren bzw. Aktivatoren an nichtkodierende Nukleinsaurese- 
quenzen des Gens kann eine Verrninderung bzw. Erhohung der Aktiviat des 
Promotors bewirken (L. Stryer, Biochemie, Kapitel 12, Spektrum der Wissen- 
5 schaft, Verlagsgesellschaft, Heidelberg, 1990). Die Menge der in einer Zelle 
enthaltenen Repressoren bzw. Aktivatoren wird wiederum durch Faktoren, wie 
beispielsweise Umweltbedingungen, reguliert. Ein Beispiel fur Aktivatoren sind die 
Hypoxia-lnducibie-Factoren (HIF), die durch vermindertes 0 2 -Angebot induziert 
werden und zu einer erhohten Expression des Erythropoietingens ftihrt (Blanchard 

10 K.L. et al., Hypoxic induction of the human erythropoietin gene: Cooperation 
between the promotor and enhancer, each of which contains steroid receptor 
response elements, (1992), Mol. Cell. Biol. 12, 5373-5385; Wang G.L. and 
Semenza G.L., Characterization of hypoxia-inducible factor 1 and regulation of 
DNA binding activity by hypoxia, (1993), J.Biol.Chem., 268, 21513-21518; 

15 Wang G.L. et al., Hypoxia-inducible factor 1 is a basic-helix-loop-helix-PAS 
heterodimer regulated by cellular 0 2 tension, (1995), Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
92, 5510-5514). 

Desweiteren ist die Menge eines exprimierten Proteins von der Stabilitat der 
20 mRNA abhangig. Im 3'-seitigen Bereich einer mRNA sind Erkennungssequenzen 
fur mRNA abbauende Enzyme lokalisiert, die die Stabilitat der mRNA und somit 
die Expressionshohe beeinflussen (Shaw G. and Kamen R., A Conserved AU 
Sequence from the 3'Untranslated Region of GM-CSF mRNA Mediates Selective 
mRNA Degradation, Cell (1986), 659-667). Die Halbwertszeit der mRNA 
25 korreliert dabei mit der Menge exprimierten Proteins. Eine dritte Ebene der 
Expressionsregulation ist die Translation. 

Die Expression eines Gens unterliegt somit kompiexen Regulationsmechanismen, 
die im Einzelfall sehr unterschiedlich sein konnen. 

30 

Proteine konnen mit Hilfe der rekombinanten DNA-Technologie gewonnen 
werden, welche die Kenntnisse der Expressionsregulation nutzt (Sambrook et al. # 
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1989 Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor). Hierzu 
werden Vektoren verwendet, die eine das entsprechende Protein kodierende 
Nukleinsauresequenz unter Kontrolle eines geeigneten Promotors enthalten, sowie 
weitere fur die Expression des Proteins und zur Replikation des Vektors 
5 notwendige Sequenzen. Der Vektor wird dann mittels bekannter Verfahren in eine 
Wirtszelle eingebracht, die Zelle wird kultiviert und das rekombinante Protein 
kann aus der Zelle oder dem Kulturmedium gewonnen werden. 

Als Wirtszelle konnen prokaryontische oder eukaryontische Zellen verwendet 
to werden. Prokaryontische Zellen, insbesondere E.coli-Zellen, sind in ihrer 
Handhabung unproblematisch, weisen aber bei einer rekombinanten Expression 
von eukaryontischen Proteinen eine Reihe von Nachteilen auf. 

Prokaryonten und Eukaryonten unterscheiden sich im Expressionsprozessierungs- 
15 weg, in den Zellmilieu-Bedingungen sowie in den bei der Proteinprozessierung 
beteiligten Chaperons. Deshalb konnen in einem in Prokaryonten hergestellten 
eukaryontischen Protein entscheidende Unterschiede im Vergleich zu dem 
entsprechenden nativen Protein auftreten. Beispielsweise kann das Proteinfal- 
tungsmuster und die Aktivitat des Protei ns verandert sein. Auch werden Proteine 
20 in einer prokaryontischen Wirtszelle in der Regel nicht glycosyliert. Ein korrektes 
Glycosylierungsmuster stellt aber in vielen Fallen, beispielsweise bei der 
Herstellung von Proteinen fur eine pharmazeutische Formulierung, ein ent- 
scheidendes Merkmal fur die Wirksamkeit und Vertraglichkeit dar. 

25 Glycosylierte Proteine werden deshalb mittels eukaryontischer Wirtszellen oder 
Zellinien, beispielsweise CHO (Chinese Hamster Ovary) Zellen, hergestellt. Trotz 
der Verwendung eukaryontischer Zellen konnen aufgrund von Speziesunter- 
schieden, beispielsweise bei der Expression eines humanen Proteines in nicht- 
humanen Zellen, Veranderungen in dem rekombinant hergestellten Protein 

30 auftreten, wodurch dieses fur viele Anwendungen unbrauchbar wird. 



# 
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Zur rekombinanten Herstellung von Proteinen werden Wirtszellen transient oder 
stabil mit Expressionsvektoren transfiziert, wobei insbesondere bei gro&techni- 
schen Herstellungsverfahren stabil transfizierte Zellen verwendet werden. 

5 Die unspezifische, zufallige Integration der Expressionsvektorsequenzen in das 
Genom der Wirtszelle kann zu Zellen mit geringer Produktionsleistung oder 
instabilen Eigenschaften der Zellen fuhren. Beispielsweise kann im Laufe des 
Produktionsprozesses die Produktionsleistung sinken oder die Fahigkeit der Zellen 
das rekombinante Protein zu exprimieren geht ganz verloren. 

10 

Ein Verfahren zur Erhohung der Genexpression stellt die Genamplifikation dar, bei 
der eine fur ein Protein kodierende Nukleinsauresequenz mit einem Amplifika- 
tionsgen gekoppelt wird. Durch einen Selektionsschritt erreicht man eine 
Vervielfaltigung beider Sequenzen, die zu einer erhohten Expression fuhrt 
15 (Schimke R.T. (Ed.) (1982), Gene amplifikation, Cold Spring Harbor Lab., Cold 
Spring Harbor, NY). 

Als Amplifikationsgen kann beispielsweise eine fur eine Dihydrofolatreduktase 
(DHFR) kodierende Nukleinsaure verwendet werden (Kaufmann R.J., Sharp P.A. 
20 (1 982), Amplifikation and expression of sequences cotransfected with a modular 
dihydrofolate reductase complementary DNA gene, J. Mol. Biol. 1 59:601 ff). 

Durch einen mit Methotrexat durchgefuhrten Selektionsschritt erhalt man Zellen, 
die gegenuber Methotrexat resistent sind und in ihrem Genom die fur eine DHFR- 
25 kodierende und mit ihr gekoppelte Nukleinsauresequenz in 20 bis 50-facher 
Amplifikation enthalten (R. Knippers, 1982, Molekulare Genetik, Thieme, 
Stuttgart). 

Ein derartiges Genamplifikationsverfahren wird am effektivsten mit einer DHFR- 
30 negativen Zelle durchgefuhrt. JP-62265992 beschreibt z.B. eine humane DHFR- 
negative Zelle. Ein Hinweis auf eine ortsspezifische Integration eines Expressions- 
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vektors mittels homologer Rekombination und Amplifikation dieser Sequenzen in 
dieser Zelle findet sich darin jedoch nicht. 

Auch bei der Durchfuhrung eines Genamplifikationsverfahrens konnen aufgrund 
5 zufalliger Integration des Expressionsvektors in das Genom der Zelle die oben 
dargestellten Nachteile, wie beispielsweise Instabilitat der Zellen, auftreten. 

Lediglich bei einer ortsspezifischen Integration von Fremd-DNA an einem 
ausgewahlten Genlocus durch homologe Rekombination, die zu einer endogenen 

10 Genaktivierung fuhrt, konnen die beschriebenen Nachteile vermieden werden. 
Entsprechende Verfahren sind bekannt und werden als Gentargeting bezeichnet 
(WO 90/11354; WO 91/09955). Dabei wird die Zelle mit einem Vektor trans- 
fiziert, der ein positives Selektionsmarkergen enthalt, flankiert von Nukleinsaure- 
sequenzen, die homolog zu Sequenzen eines Genlocus sind, an dem der Vektor 

is in das Genom der Zelle integriert werden soil. Zwischen den homologen 
Nukleinsauresequenzen befindetsich weiterhin eine heterologe Expressionskon- 
trollsequenz, um die Expression des Zielgens in der Zelle zu erhohen, und 
gegebenenfalls ein Amplifikationsgen, um die Kopienzahl des Zielgens zu 
vergro&ern. 

20 

Ein Nachteil bisher bekannter Gentargeting-Verfahren besteht darin, date die 
Herstellung von Zellen mit Eigenschaften, die die Herstellung eines gewunschten 
Proteins in einer fur kommerzielle Zwecke ausreichenden Menge und Qualitat 
ermoglichen, oft mit sehr hohem Aufwand verbunden ist. Insbesondere die 

25 Auswahl von optimalen Expressionskontrollsequenzen oder/und Amplifikations- 
genen fur die Expression eines gewunschten Zielproteins erfordert oft eine 
betrachtliche Anzahl von Versuchsreihen zur homologen Rekombination, die 
aufgrund der aufwendigen Prozedur zur Isolierung von Klonen, in denen das 
gewunschte Rekombinationsereignis stattgefunden hat, mitsehr hohem Aufwand 

30 verbunden sind. 
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Die homologe Rekombination kann auch verwendet werden, urn die Expression 
bestimmter Gene in einer Zelle auszuschalten und Protein-Funktionsstudien 
durchzufuhren. Hierzu werden Knockout-Mause erzeugt, indem das fur ein zu 
untersuchendes Protein kodierendes Gen in embryonalen Stammzelien durch 
5 homologe Rekombination ausgeschaltet wird. Nach Durchfuhrung weiterer 
Verfahrensschritte werden Mause erhaiten, die aufgrund der Inaktivierung beider 
Allele dieses Gens vom Beginn ihrer Entwicklung kein funktionelles Protein 
exprimieren konnen (Thomas K.R., Capecchi M.R., (1987), Site-directed 
mutagenesis by gene targeting in mouse embryo-derived stem cells, Cell 51: 
io 503-512). 

Um ein bestimmtes Gen gewebe- und zeitspezifisch auszuschalten und zu 
untersuchen, kann das Cre-Lox-System eingesetzt werden. Hierbei wird ein von 
zwei loxP-Sequenzen flankiertes Nukleinsaurefragment durch homologe 

is Rekombination in das Genom einer Zelle eingebracht und kann anschliefcend 
durch eine in der Zelle exprimierte Cre-Rekombinase wieder aus dem Genom 
herausgeschnitten werden (Sauer B, Henderson N (1989): Site-specific DNA 
recombination at loxP sites placed into the genome of mammalian cells. Nuc Acid 
Res 17:147-161; Sauer B., Henderson N. (1990), Targeted insertion of 

20 exogenous DNA into the eukaryotic genome by the Cre recombinase, New Biol. 
5:441-449). Ein Hinweis auf eine Verwendung des Cre-lox-Systems oder eines 
anderen ortsspezifischen Rekombinasesystems fur die ortspezifische Integration 
von Expessionskontrollsequenzen oder Amplifikationsgenen in das Genom von 
eukaryontischen Zellen zur Veranderung der endogenen Genexpression findet 

25 sich im Stand der Technik nicht. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand darin, ein 
neues Verfahren zur Optimierung der endogenen Genaktivierung durch homologe 
Rekombination bereitszusteilen, bei dem die Nachteile des Standes der Technik 
30 zumindest teilweise beseitigt werden. 



Diese Aufgabe wird gelost durch Bereitstellung neuer Verfahren und Vektorkon- 
strukte, die eine Optimierung der Expressionsleistung von Genen in eukaryonti- 
schen Zellen ganz erheblich erleichtern. Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft 
ein Verfahren zum Verandern der Expression einer in einer eukaryontischen Zelle 
endogen vorliegenden Nukleinsauresequenz, dasdadurchgekennzeichnetist, date 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer ersten heterologen 
Expressionskontrollsequenz und einem ersten Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende Zielsequen- 
zen fur eine ortsspezifische Rekombinase, 

(iv) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) flankierende DNA-Sequenzen, die 
homolog zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom der Zelle sind, 
um eine homologe Rekombination zu erlauben, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine 
homologe Rekombination des Vektors erfolgt, und 

(c) die gemafc Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

Mit dem erfindungsgema&en Verfahren wird eine Zelle bereitgestellt, die ein 
endogenes Gen in operativer Verknupfung mit einer heterologen Expressionskon- 
trollsequenz oder/und einem Amplifikationsgen aufweist, wobei diese Sequenzen 
flankiert sind von Zielsequenzen fur eine ortsspezifische Rekombinase, z.B. der 
Cre-Rekombinase. Diese Zelle eignet sich hervorragend fur Untersuchungen zur 
Optimierung der Expression des Zielgens, da aufgrund des Vorhandenseins der 
Zielsequenzen fur die ortsspezifische Rekombinase ein einfaches Ersetzen der 
ersten heterologen Expressionskontrollsequenz oder/und des ersten Am- 
plifikationsgens durch eine zweite heterologe Expressionskontrollsequenz 
oder/und ein zweites Amplifikationsgen moglich ist. 

Die Bezeichnung "ortsspezifische Rekombinase" gemafc vorliegender Erfindung 
umfafSt Proteine und Proteinkomplexe, die DNA-Umlagerungen an einer 
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spezifischen DNA-Zielsequenz vermitteln, einschliefclich ortsspezifischer 
Rekombinasen der Integrase- oder Resolvase-lnvertase-Klassen (Stark et al., 
Trends Genet. 8 (1992), 432-439; Abremski und Hoess, Protein Engineering 5 
(1992), 87-91; Khan et al., Nucleic Acids Res. 19 (1991), 851-860) und durch 
5 Intron-kodierte Endonukleasen vermittelte ortsspezifische Rekombination (Perrin 
et al., EMBO J. 12 (1993), 2939-2947). Bevorzugte Rekombinaseproteine 
werden ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus der FLP-Rekombinase des 2 jj 
Episoms von Saccharomyces cerevisiae (z.B. Falco et al., Cell 29 (1982), 573- 
584; Cox, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983) 4223-4227; Konsolaki et al., 

10 New Biologist 4 (1992), 551-557), der Cre-Rekombinase des E.coli Phagen P1 
(z.B. Sauer und Henderson (1 989) supra), der R-Rekombinase aus dem Zygosac- 
charomyces rouxii Plasmid pSR1 (Matsuzaki et al., J. Bacteriol. 1 72 (1 990), 610- 
618), der A-Rekombinase aus dem Kluyveromyces drososphilarium Plasmid pKD1 
(Chen et al., Nucleic Acids Res. 14 (1 986), 4471-4481 ), der A-Rekombinase aus 

15 dem Kluveromyces waltii-Plasmid pKW1 (Chen et al., J. Gen. Microbiol. 138 
(1992), 337-345), einer Komponente des /i-lnt-Rekombinationssystems (Landy, 
An nu Rev. Biochem. 5( (1989), 913-949) und einer Komponente des Gin- 
Rekombinationssystems des Phagen// (Klippel et al., EMBO J. 12 (1 993), 1047- 
1057). DarCiber hinaus sind auch die im europaischen Patent EP-B-0 707 599 

20 beschriebenen Fusionsproteine aus einer ortsspezifischen Rekombinase und 
einem nuklearen Rezeptor oder der ligandenbindenden Domane davon geeignet. 
Besonders bevorzugt werden fur das erf indungsgema&e Verfahren Zielsequenzen 
der Cre-Rekombinase, d.h. loxP-Sequenzen, verwendet. 

25 Im Gegensatz zur rekombinanten Herstellung von Proteinen durch ortsunspezi- 
fische Integration heterologer Gene und den damit verbundenen Nachteilen 
werden mit dem erfindungsgema&en Verfahren die Vorteile der ortsspezifischen 
endogenen Genaktivierung durch homologe Rekombination genutzt. Durch eine 
vereinfachte Auswahl geeigneter Kombinationen von heterologen Expressions- 

30 kontrollsequenzen und Amplifikationsgenen erhaltman mit hoher Wahrscheinlich- 
keit optimierte Herstellungsklone mit stabilen Eigenschaften, welche die 
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Herstellung eines Proteins ermoglichen, das in seiner Struktur und Aktivitat 
weitgehend mit dem nativen Protein ubereinstimmt. 

Die Auswahl geeigneter homologer Sequenzen, die die heterologe Expressions- 
5 kontrollsequenz, das Amplifikationsgen, das positive Selektionsmarkergen und die 
Rekombinase-Zielsequenzen flankieren, erfolgt beispielsweise gemalS den in 
WO90/11354 und WO91/09955 beschriebenen Methoden. 

Daruber hinaus konnen in den homologen Sequenzen auch Modifikationen 
to enthalten sein, die im exprimierten Protein zu Mutationen, wie beispielsweise 
Punktmutationen, Insertionen oder/und Deletionen einzelner Aminosauren oder 
ganzer Aminosaureabschnitte fuhren. 

Mit dem erfindungsgemafcen Verfahren wird es somit moglich in einem einzigen 
is Verfahrensschrittnichtnurdie Expressionshoheeiner endogenen Nukleinsaurese- 
quenz zu verandern, sondern gleichzeitig eine Mutation in den kodierenden 
Bereich der endogenen Nukleinsauresequenz einzufuhren. Somit ist das 
erfindungsgemafce Verfahren besonders vorteilhaft bei der Herstellung von 
Proteinen fur Arzneirnittelanwendungen. Derartige Proteine sollen aufcer 
20 Mutationen zur Wirksamkeitsteigerung des Proteins keine weiteren Veranderun- 
gen im Vergleich zu nativen Proteinen aufweisen. 

Erfindungsgemafc kann jede eurkaryontische Zelle verwendet werden, vorzugs- 
weise wird eine Saugerzelle, besonders bevorzugt eine humane Zelle verwendet. 
25 Das erfindungsgema&e Verfahren kann mit nichtimmortalisierten Zellen, z.B. 
Fibroblasten, aber auch mit immortalisierten Zellen, z.B. Tumorzellinien, 
durchgefuhrt werden. Bevorzugt sind immortalisierte Zellen. 

Die bei der Durchfuhrung des erfindungsgemafcen Verfahrens verwendeten 
30 Losungen und Medien werden vorzugsweise so ausgewahlt, da£ im jeweiligen 
Verfahrensschritt optimale Bedingungen vorliegen. Die Kultivierung der Zellen 
erfolgt mit Medien, die alle fur ein ausreichendes Zellwachstum notigen Stoffe 
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enthalten und gegebenenfalls gepuffert sind. Vorzugsweise sind die Zellen in 
serumfreiem Medium kuitivierbar. Besonders bevorzugt ist die verwendete Zelle 
eine Namalwa-, HT1080 oder HeLa S3 Zelle. 

5 DaserfindungsgemaBe VerfahrenermoglichtdieOptimierung der Expression einer 
in der Zelle endogen vorliegenden Nukleinsauresequenz, d.h. eines Zielgens durch 
Auswahl einer optimalen Expressionskontrollsequenz, eines optimalen Am- 
plifikationsgens oder/und durch Auswahl einer optimalen Kombination von 
Expressionskontrollsequenz und Amplifikationsgen. 

10 

Als heterologe Expessionskontrollsequenz kann jede Nukleinsauresequenz 
verwendet werden, die nach ihrer Integration in das Genom der Zelle die 
Expression des Zielgens beeinflu&t. Dies umfafct Nukleinsauresequenzen, die 
direkte Wechselwirkungen mit Transkriptionskomponenten, wie beispielsweise 
is Transkriptionsinitiationsfaktoren oder RNA-Polymerasen eingehen konnen und 
Nukleinsauresequenzen, deren EinflufS auf die Transkription durch Wechselwir- 
kungen mit Aktivatoren oder Repressoren vermittelt wird. Vorzugsweise umfa&t 
die heterologe Expressionskontrollsequenz einen Promotor/Enhancer, besonders 
bevorzugt virale Promotoren und am meisten bevorzugt einen CMV-Promotor. 

20 

Die heterologe Expressionskontrollsequenz kann auch eine 3'-nichtkodierende 
Sequenz umfassen. 3'-nichtkodierende Sequenzen konnen stabilisierend oder 
destabilisierend auf eine mRNA wirken und erhohen bzw. erniedrigen somit ihre 
Halbwertszeit. Durch Einfuh ren einer eine mRNA stabilisierende Sequenz kann die 
25 Halbwertszeit einer mRNA und somit die Ausbeute des von ihr kodierten Proteins 
erhoht werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird durch die homologe Rekombination 
eine endogene Expressionskontrollsequenz des Zielgens entfernt. Dies ist 
30 besonders vorteilhaft, wenn die endogene Sequenz eine Repressor bindende 
Sequenz umfa&t. Eine die Expression vermindernde Wirkung kann auch eine 3'- 
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nichtkodierende Sequenz aufweisen, die destabilisierend auf die mRNA wirkt, 
wodurch die Menge an translatiertem Protein vermindert wird. 

Weiterhin erlaubt das erfindungsgemaBe Verfahren die Auswahl eines optimalen 
5 Amplifikationsgens. Das Amplifikationsgen wird vorzugsweise in einer exprimier- 
baren Form, d.h. in operativer Verknupfung mit einem geeigneten Promotor 
eingesetzt und im Vektor so angeordnet, dafc es sich nach der homologen 
Integration des Vektors in das Genom der eukaryontischen Zelle in raumlicher 
Nahe zum Zielgen befindet. Die Durchfuhrung eines Amplifikationsschrittes fiihrt 

io zu einer Erhohung der Anzahl von Kopien des Zielgens in der Zelle. Hierdurch 
kann eine weitere Expressionssteigerung der endogenen Nukleinsauresequenz 
erreicht werden. Beispiele fur geeignete Amplifikationsgene sind Dihydrofolatre- 
duktase (DHFR), Adenosindeaminase, Ornithindecarboxylasebzw. Muteinedieser 
Gene. Vorzugsweise ist das Amplifikationsgen ein DHFR-Gen oder eine mutierte 

15 Form davon (Simonsen et al., Nucleic Acids Res. 1988, 16 (5): 2235-2246), 
insbesondere bei Zellen, die ein endogenes DHFR-Gen enthalten. 

Als positiver Selektionsmarker kann jedes f Or eine eukaryontische Zelle geeignete 
Resistenzgen verwendet werden, welches zu einem selektierbaren Phanotyp 
20 fiihrt, wie z.B. eine Antibiotikumresistenz. Vorzugsweise ist das positive 
Selektionsmarkergen ein Neomycin-, Kanamycin-, Geneticin- oder Hygromycin- 
Resistenzgen. Vorzugsweise wird das positive Selektionsmarkergen in exprimier- 
barer Form, d.h. in operativer Verknupfung mit einem geeigneten Promotor 
verwendet. 

25 

Wird ein negatives Selektionsmarkergen verwendet, so wird ublicherweise 
zusatzlich zu dem positiven Selektionsschritt ein zweiter negativer Selektions- 
schritt durchgefuhrt. Dies bietet den Vorteil, dafc nach Durchfuhrung der 
Selektionsschritte die identifizierten Klone einen geringeren Anteil falsch-positiver 
30 Klone, d.h. zufallig in das Genom integrierte Vektoren, enthalten. Das negative 
Selektionsmarkergen ist vorzugsweise ein Thymidin-Kinase-Gen (TK) oder/und ein 
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase-Gen (HGPRT). 
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Aufgrund des Vorhandenseins der Zielsequenzen der ortsspezifischen Rekom- 
binase konnen zwischen diesen Sequenzen lokalisierten Nukleinsauresequenzen 
aus dem Genom der Zelle unter Verwendung der ortsspezifischen Rekombinase 
herausgeschnitten werden. Vorzugsweise wird die zwischen den Zielsequenzen 
lokalisierte Nukleinsauresequenz aus dem Genom durch transiente Aktivierung der 
entsprechenden Rekombinase in der Zelle herausgeschnitten. Diese transiente 
Aktivierung der Rekombinase kann beispielsweise erfolgen durch 

(a) Transfizieren der Zelle mit einem zweiten Vektor, umfassend eine fur die 
Rekombinase kodierende Nukleinsauresequenz operativ verbunden mit 
einer in dieser Zelle aktiven oder aktivierbaren Expressionskontrollsequenz 
und 

(b) Kultivieren der so transfizierten Zelle unter Bedingungen, unter denen die 
Rekombinase exprimiert wird und aktiv ist und 

(c) gegebenenfalls Gewinnen der Zelle. 

Bei Verwendung von Rekombinase/Nuklearer Rezeptor-Fusionsproteinen kann die 
transiente Aktivierung der Zelle auch durch gesteuerte Zugabe des Liganden fur 
den nuklearen Rezeptor erfolgen. 

Nach Entfernen der zwischen den Zielsequenzen liegenden DNA kann die 
verbleibende Zielsequenz, z.B. die loxP-Sequenz, fur weitere Verfahrensschritte 
genutzt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Verfahren dadurch 
gekennzeichnet, date 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem dritten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer zweiten heterologen 
Expressionskontrollsequenz und einen zweiten Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, das sich vorzugsweise von dem 
positiven Selektionsmarkergen des ersten Vektors unterscheidet und 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende Rekom- 
binase-Zielsequenzen, 
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(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine 
Integration der von den Zielsequenzen flankierten Sequenz in die Zielse- 
quenz im Genom der Zelle erfolgt, 

(c) die gemafS Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird und 

5 (d) gegebenenfalls die Schritte (a) bis (c) mindestens einmal mit jeweils 
variierenden Expressionskontrollsequenzen oder/und Amplifikationsgenen 
wiederholt werden. 

Mit dem erfindungsgemafcen Verfahren konnen somit viele Expressionskontroll- 
10 sequenzen, Amplifikationsgene oder Kombinationen von Expressionskontroll- 
sequenzen und Amplifikationsgenen einfach und schnell getestet werden. Die 
Durchfuhrung einer zeit- und kostenaufwendigen ortsspezifischen Integration fur 
jede einzelne heterologe Expressionskontrollsequenz bzw. jedes einzelne 
Ampfifikationsgen zur Ermittlung eines optimalen Expressions/Amplifikations- 
15 systems fur jedes einzelne Zielgen entfallt somit. 

Das positive Selektionsmarkergen in einem dritten Vektor unterscheidet sich 
vorzugsweise von dem eines ersten Vektors, um das Selektionsverfahren zu 
vereinfachen und die Zahl der falsch-positiven Klone zu minimieren. 

20 

Die Rekombinase-Zielsequenzen im erfindungsgemafc verwendeten Vektor konnen 
mit naturlich vorkommenden Zielsequenzen ubereinstimrnen oder gegebenenfalls 
Mutationen aufweisen, welche die Wirksamkeit der ortsspezifischen Rekom- 
bination nicht beeintrachtigen. 

25 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Vektor fur die homologe Rekom- 
bination, insbesondere fur die ortsspezifische Einfuhrung von Rekombinase- 
Zielsequenzen in das Genom einer Zelle, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer Expressionskontrollsequenz 
30 und einem Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 
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(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende Zielsequenzen fur 
eine ortsspezifische Rekombinase, 

(iv) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog 
zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom einer Zelle sind, um eine 

5 homologe Rekombination zu erlauben, und 

(v) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen. 

Alle erfindungsgema&en Vektoren enthalten weiterhin vorzugsweise die fur eine 
Propagierung und Vermehrung in geeigneten Wirtszellen notigen Sequenz- 
10 elemente, wie beispielsweise Replikationsursprung, Selektionsmarkergene etc. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Vektor, insbesondere fur das 
Einfuhren von DNA in das Genom einer Zelle mittels eines ortsspezifischen 
Rekombinasesystems, umfassend 
15 (i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer Expressionskontrollsequenz 
und einem Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen und 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende Rekombinase- 
Zielsequenzen. 

20 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine eukaryontische 
Zelle, vorzugsweise eine humane Zelle, die erhaltich ist durch ein wie oben 
beschriebenes Verfahren. Diese Zelle, z.B. eine humane Zelle, ist vorzugsweise 
dadurch gekennzeichnet ist, date sie 
25 (a) mindestens eine chromosomal lokalisierte Sequenz ausgewahlt aus einer 
heterologen Expressionskontrollsequenz und einem Amplifikationsgen in 
operativer Verknupfung mit einer endogen vorliegenden Nukleinsaurese- 
quenz enthalt und wobei 
(b) diese Sequenz flankiert ist von Rekombinase-Zielsequenzen. 

30 
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In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum 
Verandern der Expression einer in einer eukaryontischen Zelle endogen 
vorliegenden Nukleinsauresequenz, das dadurch gekennzeichnet ist, dafS 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine ein Aktivatorprotein, z.B. einen Hypoxia-lnducible- 
Factor (HIF)-bindende Nukleinsauresequenz, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) f lankierende DNA-Sequenzen, die homolog 
zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom der Zelle sind, um eine 
homologe Rekombination zu erlauben, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine 
homologe Rekombination des Vektors erfolgt, und 

(c) die gemafc Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

Durch genomische Integration einer Nukleinsauresequenz, welche die Bindung 
eines oder mehrerer Aktivatorproteine (durch Bindung an die Nukleinsauresequenz 
die Genexpression erhohende Proteine), im Bereich der Expressionskontroll- 
sequenz eines Zielgens, insbesondere in deren regulatorischen Bereichen, wird 
die Expression des Zielgens uberraschenderweise nicht verringert, sondern es 
wird im Gegensatz dazu sogar moglich, durch geeignete Kulturbedingungen die 
Expression des endogen vorliegenden Zielgens zu erhohen bzw. die Expression 
eines nichtexprimierten endogen vorliegenden Zielgens zu induzieren. 

Beispielefur geeignete Aktivatorproteine sind die Hypoxia-lnducible-Faktoren HIF- 
1 a und HIF-1 £ sowie der Interferon regulierte Faktor 1 (IRF-1 ), welcher durch die 
Bindung an die Interferon Konsensus-Sequenz (ICE) die Transkription erhohen 
kann (Tanaka N., Kawakami T., Taniguchi T., Mol. Cell. Biol. (1 993), Aug; 1 3(8): 
4531-4538). 

Nach operativer Verknupfung einer oder mehrerer, einen HIF oder andere 
Aktivatorproteine bindenden Nukleinsauresequenzen mit einem endogen vor- 
liegenden Zielgen kann bei Auswahl geeigneter Kulturbedingungen die Expression 
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des Zielgens reguliert werden. Dies bietet insbesondere bei einer grofttechnischen 
Herstellung den Vorteil, da& die Expression eines Proteins zu einem fur den 
Herstellungsprozete optimalen Zeitpunkt induziert werden kann. Vorteilhaft ist 
dabei, dafS die durchschnittliche Verweildauer des Syntheseproduktes im 
Kulturmediumuberstand verringert wird. Dadurch kann auch die Menge an 
unerwunschten Abbauprodukten des Proteins verringert werden. Dies wirkt sich 
positiv bei der Durchfuhrung der anschlie&enden Reinigungsschritteaus, reduziert 
die Herstellungskosten und fuhrt zu einem qualitativ verbesserten Endprodukt. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgema&en Verfahrens genugt es, eine oder 
mehrere Aktivator-bindende Nukleinsauresequenzen mit dem Zielgen operativ zu 
verknupfen. Vorzugsweise werden zwei HIF-bindende Nukleinsauresequenzen 
verwendet. Besonders bevorzugt wird die HIF-bindende Nukleinsauresequenz 
ausgewahlt aus der 53 bp Sequenz gemafc Sequenz ID NO. 1 , der 43 bp Sequenz 
gemaS Sequenz ID NO. 2, einer zu diesen Sequenzen homologen Sequenz oder 
einer mit diesen Sequenzen unter stringenten Bedingungen hybridisierenden 
Sequenz. 

Die Verwendung von zwei HIF-bindenden Nukleinsauresequenzen fuhrt uber- 
raschenderweise zu einer synergistischen Wirkung. Dadurch wird eine starkere 
Erhohung der Expression endogener Nukleinsauren erreicht, als bei Verwendung 
jeder dieser Sequenzen alleine. 

Sofern erforderlich kann die Expression des Aktivatorproteins, welches an die im 
Bereich des Zielgens eingefuhrten Aktivatorsequenzen bindet, in der Zelle 
induziert oder/und erhoht werden. Dies kann beispielsweise erfolgen durch 
Transfizieren der Zelle mit einem Vektor, umfassend 

(i) eine fur ein Aktivatorprotein kodierende Nukleinsauresequenz, die operativ 
verbunden ist mit einer in dieser Zelle aktiven Expressionskontrollsequenz, 
und 

(ii) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen. 
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Es kann jede fur ein Aktivatorprotein kodierende Nukleinsauresequenz verwendet 
werden, deren Expressionsprodukt an die in das Genom integrierte Aktivator- 
bindende Nukleinsauresequenz binden kann. Vorzugsweise ist das Aktivator- 
protein ein HIF-1a oder/und HIF-1 S-Protein. Enthalt die endogen vorliegende 
5 Nukleinsauresequenz bereits Aktivator- oder vorzugsweise HIF-bindende 
Nukleinsauresequenzen, kann es ausreichen, lediglich einen Vektor in die Zelle 
einzubringen, umfassend eine fur ein Aktivator- oder vorzugsweise ein HIF- 
Protein kodierende Nukleinsauresequenz, die operativ verbunden ist mit einer in 
der Zelle aktiven Expressionskontrollsequenz und gegenbenenfalls ein positives 
10 Selektionsmarkergen. 

Die mit der fur das Aktivatorprotein kodierenden Nukleinsauresequenz operativ 
verbundene Expressionskontrollsequenz kann induzierbar sein, so dafl eine 
zusatzliche Moglichkeit der Aktivierung durch geeignete Kulturbedingungen, wie 
is z.B. Zugabe von Hormonen oder Schwermetallen, erreicht werden kann. Dadurch 
wird es moglich, die Expression eines endogenen Zielgens zu einem fur den 
HerstellungsprozeR optimalen Zeitpunkt zu induzieren. 

Die Verwendung einer konstitutiv aktiven Expressionskontrollsequenz hat den 
20 Vorteil, dafS das Aktivatorprotein unabhangig von der Zugabe von Aktivatoren in 
das Kulturmedium konstitutiv exprimiert wird. 

Wenn die Aktivatorprotein-bindende Nukleinsauresequenz eine HIF-bindende 
Nukleinsauresequenz ist, kann beispielsweise die Expression des Zielgens durch 
25 geeignete Kulturbedingungen, z.B. bei einer 0 2 -Konzentration von 0,1 - 2% 
induziert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor fur die 
homologe Rekombination, umfassend 
30 (i) mindestens eine ein Aktivatorprotein bindende Nukleinsauresequenz, 
(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 
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(iii) die Sequenzen (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu 
einem Nukleinsaureabschnitt im Genorn der Zelle sind, um eine homologe 
Rekombination zu erlauben. 

5 Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine eukaryontische 
Zelle, vorzugsweise eine humane Zelle, die erhaltlich ist nach einem wie oben 
beschriebenen Verfahren. Diese Zelle ist vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, 
da&sie mindestensein heterologes, chromosomal lokalisiertes, Aktivatorprotein/- 
komplex-bindendes Nukleinsaurefragment operativ verknupft mit einem endogen 
10 in der Zelle vorliegenden Gen enthalt. Mit Hilfe eines ortsspezifischen Rekom- 
binationssystems - wie zuvor erlautert - konnen Aktivatorprotein-bindende 
Nukleinsaurefragmente im Genom ausgetauscht werden, so dafS eine einfache 
Identifizierung einer fur ein bestimmtes Zielgen optimalen Aktivatorsequenz 
moglich wird. 

15 

In einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum 
Testen des Einflusses von nichtkodierenden Nukleinsauresequenzen aus dem 
Bereich eines in einer eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden Zielgens auf 
dessen Expression, das dadurch gekennzeichnet ist, date 
20 (a) die Zelle transfiziert wird mit einem Vektor, umfassend 

(i) eine heterologe in der Zelle aktive oder aktivierbare Expressionskon- 
trollsequenz operativ verknupft mit einem Reportergen, und 

(ii) 5'-seitigoder/und3'-seitignichtkodierendeNukleinsaurefragmenten 
aus dem Bereich des Zielgens, 

25 (b) die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen die Expressions- 
kontrollsequenz aktiv ist und 
(c) die Expression des Reportergens gemessen wird. 

Mit dem erfindungsgema&en Verfahren kann einfach festgestellt werden, wie 
30 eine heterologe Expressionskontrollsequenz im Bereich des Zielgens im Genom 
plaziert werden mu(5, um eine optimale Expressionsrate des Zielgens zu bewirken 
und welchen EinflufJ das Vorhandensein bzw. die Abwesenheit 5'- oder/und 3'- 
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nichtkodierender Sequenzen aus dem Bereich des Zielgens auf die Expression hat. 
Die Testvektoren werden vorzugsweise transient in Zellen transfiziert und die 
Expression des Reportergens wird bestimmt. Somit konnen schnell und 
kostengunstig viele Anordnungen einer heterologen Expressionskontrollsequenz 
5 und eines Zielgens bzw. viele verschiedene Expressionskontrollsequenzen 
getestet werden. Die heterologen Expressionskontrollsequenzen umfassen 
Nukleinsauresequenzen, die direkte Wechselwirkungen mit Transkriptionskom- 
ponenten, wie beispielsweise Transkriptionsinitiationsfaktoren oder RNA- 
Polymerasen, eingehen konnen und Nukleinsauresequenzen, deren Einflu&auf die 

10 Transkription durch Wechselwirkungen mit Aktivatoren oder Repressoren 
vermittelt wird. Vorzugsweise ist die heterologe Expressionskontrollsequenz ein 
Promotor/Enhancer, besonders bevorzugt ein viraler Promotor und am meisten 
bevorzugt ein CMV-Promotor. Insbesondere bei Verfahren, die weitere auf- 
wendige Verfahrensschritte beinhalten, tragt das erfindungsgemafce Verfahren 

15 zu einer starken Kostensenkung bei. Dies ist beispielsweise bei der Herstellung 
transgener Tiere, wie Mause, Schafe oder Kuhe der Fall, in denen die Expression 
einer bestimmten endogenen Nukleinsauresequenz in einem bestimmten Zelltyp 
erhoht werden soli. 

20 Das 5'-seitige bzw. 3'-seitige nichtkodierende Nukleinsaurefragment aus dem 
Bereich des Zielgens wird vorzugsweise in dem Vektor entsprechend seiner 
genomischen Anordnung 5'-seitig oder 3'-seitig des Reportergens angeordnet. 

Es kann jedes dem Fachmann bekannte Reportergen verwendet werden, dessen 
25 Expression in der Zelle nachweisbar ist. Vorzugsweise wird ein Reportergen 
' verwendet, das fur Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT), B-Galactosidase 
(fS-Gal) oder LacZ kodiert. Andererseits kann auch ein Reportergen kodierend fur 
ein Protein von Interesse, z.B. EPO, verwendet werden, dessen Expression mit 
immunologischen Verfahren, z.B. ELISA, nachweisbar ist. 

30 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden mindestens zwei Vektoren, die 
voneinander verschiedene 5'-seitige oder/und 3'-seitige nichtkodierende Nu- 
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kleinsaurefragmente des Zielgens enthalten, in jeweils unterschiedliche Zellen 
transfiziert und die Expression des Reportergens der unterschiedlichen Zellen wird 
mit dem Fachmann bekannten Methoden bestimmt. Mit dem erfindungsgema&en 
Verfahren kann leicht festgestellt werden, welche Anordnung der heterologen 
Expressionskontrollsequenz eine optimale Expression fur eine bestimmte 
Wirtszelle ergibt. 

In einem weiteren Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Bereitstellung 
einer DHFR-negativen eukaryontischen Zelle, vorzugsweise einer Saugerzelle und 
besonders bevorzugt einer humanen Zelle, das dadurch gekennzeichnet ist, date 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Zielsequenz fur eine ortsspezifische Rekombinase, 

(ii) die Sequenz (i) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu einer 
endogen in der Zelle vorliegenden DHFR-Nukleinsauresequenz sind, 
um eine homologe Rekombination zu erlauben, und 

(iii) gegebenenfalls ein positives und gegebenenfalls ein negatives 
Selektionsmarkergen, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine 
homologe Rekombination des Vektors erfolgt, und 

(c) die gernafc Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

In dem erfindungsgemaBen Verfahren werden die Rekombinase-Zielsequenzen 
und die homologen Sequenzen gemali obigen Erlauterungen ausgewahlt und 
verwendet. 

Das positive Selektionsmarkergen wird - sofern vorhanden - zwischen den zu 
einem DHFR-Gen homologen Sequenzen angeordnet. Das negative Selektions- 
markergen wird - sofern vorhanden - aulSerhalb der homologen Sequenzen 
angeordnet. 

Nach erfolgter homologer Rekombination in den DHFR-Locus kann kein 
funktionelles DHFR-Protein von der Zelle synthetisiert werden. Die Sequenzen des 
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Vektors konnen dabei so angeordnet sein, da& der Promotor des DHFR-Gens 
inaktiviert wird oder/und dalS aufgrund einer Insertion oder Deletion in der 
kodierenden Sequenz des DHFR-Gens kein funktionelles DHFR-Protein mehr 
synthetisiert werden kann. 

5 

Um beide Allele eines DHFR-Gens zu inaktivieren, werden die Zellen zunachst mit 
einem erfindungsgema&en Vektor transfiziert, selektioniert und gewonnen. In 
diesen Zellen ist ein Allel des DHFR-Gens inaktiviert, d.h. sie sind heterozygot 
( + /-) fur das DHFR-Gen. Dann konnen diese Zellen nochmals mit einem 

10 erfindungsgema&en Vektor transfiziert werden, der vorzugsweise ein von dem 
ersten Vektor verschiedenes positives Selektionsmarkergen enthalt. Nach einem 
Selektionsschritt werden Zellen gewonnen, in denen beide DHFR-Allele inaktiviert 
sind. Alternativ kann eine Erhohung des Selektionsdrucks zu einer Genkonversion 
und damit zur Inaktivierung beider Allele fuhren (vgl. z.B. Mortensen et al., Mol. 

is Cell. Biol. 12 (1992), 2391-2395). 



Das erfindungsgemafce Verfahren stellt eine DHFR-negative Zelle bereit, deren 
Verwendung in einem Genampiifikationsverfahren den Vorteil hat, dafc sie kein 
endogenes DHFR-Protein synthetisiert. Bei der Durchfuhrung eines Selektions- 
20 schrittes zur Amplifikation einer heterologen Nukleinsauresequenz, die mit einer 
fur ein DHFR-Protein kodierenden Nukleinsauresequenz gekoppelt ist, kommt es 
zu keinen storenden Einflussen des Expressionsproduktes des endogenen DHFR- 
Gens und somit zu einer Effizienzsteigerung der Genamplifikation. 

25 Als positives Selektionsmarkergen kann jedes geeignete Selektionsmarkergen 
verwendet werden, welches zu einem selektierbaren Phanotyp fuhrt, z.B. 
Antibiotikumresistenz. Vorzugsweise ist die fur das positive Selektionsmarkergen 
kodierende Nukleinsauresequenz ein Neomycin-, Kanamycin-, Geneticin- oder 
Hygromycin-Resistenzgen. 

30 

Es kann jedes dem Fachmann bekannte negative Selektionsmarkergen verwendet 
werden, vorzugsweise ist die fur das negative Selektionsmarkergen kodierende 
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Nukleinsauresequenz ein Thymidin-Kinase-Gen (TK) oder/und Hypoxanthin- 
Guanin-Phosphoribosyltransferase-Gen (HGPRT) . 

Die von Rekombinase-Zielsequenzen flankierte Sequenz kann aus dem Genom der 
5 Zelle durch transiente Aktivierung der entsprechenden Rekombinase herausge- 
schnitten werden, z.B. durch 

(a) Transfizieren der Zelle mit einem Vektor, umfassend eine fur eine 
Rekombinase kodierende Nukleinsauresequenz operativ verbunden mit 
einer in dieser Zelle aktiven Expressionskontrollsequenz, 
10 (b) Kultivieren der so transfizierten Zelle unter Bedingungen, unter denen die 
Rekombinase exprimiert wird und aktiv ist, und 

(c) gegebenenfalls Gewinnen der Zelle. 

Mit dem erfindungsgemafcen Verfahren ist es nicht nur moglich ein DHFR-Gen zu 
15 inaktivieren, sondern durch eine Rekombinase vermittelte Reaktion auch 
Sequenzen eines DHFR-Gens, die sich zwischen den Rekombinase-Zielsequenzen 
bef inden, sowie das eingef uhrte Selektionsmarkergen aus dem Genom einer Zelle 
herauszuschneiden. 

20 Wenn die von Rekombinase-Zielsequenzen flankierte Sequenz ein positives 
Selektionsmarkergen beinhaltet, ist die diese Sequenz enthaltende Zelle 
antibiotikumresistent. Sie kann somit leicht nach dem Fachmann bekannten 
Verfahren selektioniert werden. 

25 Ein weiterer Vorteil einer nach dem erfindungsgema&en Verfahren hergestellten 
DHFR-negativen Zelle ist, da£ ihre Eigenschaften durch dem Fachmann bekannte 
Methoden charakterisiert werden konnen und die Zellen anschlieftend fur weitere 
Verfahren verwendet werden konnen. Daruber hinaus konnen durch die an dem 
DHFR-Genlocus eingef uhrte Rekombinase-Zielsequenz ortsspezifisch Nu- 

30 kleinsauresequenzen in das Genom integriert werden. 
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Eine weitere bevorzugte Aufuhrungsform betrifft ein Verfahren zum Einfuhren 
eines heterologen DHFR-Gens in eine eukaryontische Zelle, das dadurch gekenn- 
zeichnet ist, daft eine nach dem oben beschriebenen Verfahren erhaltene DHFR- 
negative Zelle 

5 (a) transfiziert wird mit einem dritten Vektor, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, das sich vorzugs- 
weise von dem positiven Selektionsmarkergen des ersten Vektors 
unterscheidet, 

(ii) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz, 

10 (iii) eine zu amplifizierende fur ein Protein kodierende Nukleinsaurese- 

quenz in exprimierbarer Form und 

wobei die Nukleinsauresequenz aus den Teilsequenzen (i), (ii) und 
(iii) 5'-seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens einer Rekom- 
binase-Zielsequenz flankiert ist, 
15 (b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen eine 
Integration der von Rekombinase-Zielsequenzen flankierten Nukleinsaurese- 
quenz an der bereits im Genom der Zelle befindlichen Rekombinase- 
Zielsequenz erfolgt und 
(c) die gemaft Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

20 

Das positive Selektionsmarkergen, das DHFR-Gen und das fur das gewiinschte 
Protein kodierende Zielgen sind vorzugsweise jeweils operativ mit einer in der 
Zelle aktiven oder aktivierbaren Expressionskontrollsequenzverbunden. Prinzipiell 
ist auch ein polycistronisches Konstrukt mit internen ribosomalen Bindestellen 
25 moglich. Die zu amplifizierende Nukleinsauresequenz des Zielgens sollte jedoch 
durch einen separaten Promotor getrieben sein. Besonders bevorzugte Ex- 
pressionskontrollsequenzen sind virale Promotoren/Enhancer. Am meisten 
bevorzugt ist zur Expression des Proteins ein CMV-Promotor. 

30 Vorteilhaft ist, daft die erfindungsgemafte Integration heterologer Sequenzen in 
das Genom einer Zelle ortsspezifisch erfolgt und somit Interferenzen der 
heterologen Sequenzen mit genomischen Sequenzen ausgeschlossen sind. Die 
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daraus resultierenden weiter oben beschriebenen Nachteile, wie beispielsweise 
instabile Herstellungsklone, konnen so vermieden werden. 

Zur Steigerung der Expressionsrate einer heterologen fur ein Protein kodierenden 
5 Nukleinsauresequenz kann ein Amplifikationsschritt mit Methotrexat nach 
■ bekannten Verfahrensschritten durchgefuhrt werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor, umfassend 
(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 
10 (ii) eine fur ein DHFR kodierende Nukleinsauresequenz, und 

(iii) eine fur ein gewunschtes Protein kodierende Nukleinsauresequenz in 
exprimierbarer Form, 

wobei die Nukleinsauresequenz aus den Teilsequenzen (i), (ii) und (iii) 5'- 
seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens einer Rekombinase-Zielsequenz 
15 flankiert ist. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Vektor fur die 
homologe Rekombination, umfassend 
(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 
20 (ii) mindestens jeweils eine Rekombinase-Zielsequenz, die die Sequenz (i) 
flankiert und 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu 
einer endogen in einer Zelle vorliegenden DHFR-Nukleinsauresequenz sind, 
um eine homologe Rekombination zu erlauben, und 
25 (iv) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen au&erhalb, vorzugs- 
weise 3'-seitig der homologen Sequenzen (iii). 

Weiterhin betrifft die Erfindung eine eukaryontische Zelle, vorzugsweise eine 
humane Zelle, erhaltlich durch ein oben beschriebenes Verfahren. Diese Zelle ist 
30 dadurch gekennzeichnet, date 

(a) mindestens eine endogene, fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz 
inaktiviert ist, vorzugsweise beide endogenen Allele und 
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(b) im Bereich dieser fur DHFR kodierenden Nukleinsauresequenz mindestens 
eine Rekombinase-Zielsequenz in das Genom integriert ist. 

Schlie&lich noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine eukaryontische 
Zelle, vorzugsweise eine humane Zelle, die gekennzeichnet ist durch eine 
heterologe Nukleinsauresequenz im Bereich eines endogenen DHFR-Genlocus 
umfassend 

(i) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz, 

(ii) eine fur ein gewuschtes Protein kodierende Nukleinsauresequenz und 

(iii) mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz. 

Die Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele, Figuren und das Sequenz- 
protokoll erlautert. 

Fiqurenbeschreibunq 

Figur 1 

(A) zeigt einen Vektor fur die homologe Rekombination, der als erster Vektor 
verwendet wird. HR: homologe Sequenz, Seq 1: erste heterologe 
Expressionskontrollsequenz, R1: positives Selektionsmarkergen, loxP: loxP- 
Sequenz mit Orientierung, 

(B) zeigt genomische Sequenzen 

(a) nach erfolgter homologer Rekombination, 

(b) nach durch eine Cre-Rekombinase katalysiertem Herausschneiden 
einer von loxP-Sequenzen flankierten Sequenz, 

(C) zeigt einen Vektor fur eine Cre-Rekombinase vermittelte Integration, der 
eine Sequenz zwischen loxP-Sequenzen angeordnet umfalSt, 

(c) zeigt genomische Sequenzen nach Integration eines zweiten Vektcrs 
an der loxP-Sequenz. R2: positives Selektionsmarkergen, welches 
sich gegebenenfalls von R1 unterscheidet, Seq 2: zweite heterologe 
Expressionskontrollsequenz. 



Figur 2 
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(A) zeigt einen Vektor fur die homologe Rekombination HR: homologe 
Sequenz, R-box: positives und gegebenenfalls negatives Selektions- 
markergen, loxP: loxP-Sequenz mit Orientierung, HSV-tk: Herpes simplex- 
Thymidinkinase; 

(B) zeigt einen Vektor fur die homologe Rekombination mit einseitiger 
homologer Sequenz. 

Figur 3 

zeigt die CMV-Promotor/HIF-kontrollierte Erythropoietin (EPO)-Expression von 
HeLa S3 Zellen, die transfiziert wurden mit den Vektoren pHYG, pHIF-1<7 und 
pARNT (pHIF-HS) und deren EPO-Expression 3, 4 und 5 Tage nach der 
Transfektion in den Zelluberstanden gemessen wurde (Erythropoietinkonzen- 
tration in //g/ml). 

pHYG: Kontrollvektor, pHIF-1ar: eine HIF-1a cDNA unter Kontrolle eines SRa- 
Promotors, pARNT: eine HIF-S cDNA unter Kontrolle eines CMV-Promotors. 

Figur 4 

zeigt 4 verschiedene Vektoren, die jeweils einen CMV-Promotor (C) und das 
Reportergen fS-Galactosidase (B) enthalten, wobei zwischen diesen Sequenzen 
unterschiedlich lange nichtkodierende Nukleinsaurefragmente des Zielgens (S) 
inseriert sind. Die Lange der nichtkodierenden Nukleinsaurefragmente betragt 
dabei in den Vektoren A3-178 Okb, A3-177 2,5kb, A3-175 3,7kb und A3-181 
5,7kb. Der Kontrollvektor pNASSfcenthalt das Reportergen IS-Galactosidase ohne 
CMV-Promotor. 
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Figur 5 

zeigt eine Messung der Expression des Reportergens B-Galctosidase nach 
Transfektion von HeLa S3 Zellen mit den Vektoren der Figur 4 in einer Ver- 
5 dunnungsreihe (1:2 bis 1:128). 

Figur 6 

(A) zeigt den Vektor pNDl fur die homologe Rekombination in einen DHFR- 
10 Genlocus. Ein positives Selektionsmarkergen (Neo) wird flankiert von zwei 

loxP-Sequenzen. 5'-seitig der einen loxP-Sequenz bzw. 3'-seitig der 
anderen loxP-Sequenz befinden sich die zu einem DHFR-Gen homologen 
Sequenzen (5'-, 3'-DHFR-Bereich). 

(B) zeigt den Vektor pHDI fur die homologe Rekombination in einen DHFR- 
15 Genlocus. Ein positives Selektionsmarkergen (Hyg) wird flankiert von zwei 

loxP-Sequenzen. 5'-seitig der einen loxP-Sequenz bzw. 3'-seitig der 
anderen loxP-Sequenz befinden sich die zu einem DHFR-Gen homologen 
Sequenzen (5'-, 3'-DHFR-Bereich). 

20 Figur 7 

(A) zeigt den genomischen Aufbau eines DHFR-Gens mit Exon 1 , Exon 2 und 
Exon 3, sowie den dazwischen liegenden Introns, 

(B) zeigt schematisch einen Figur 6 entsprechenden Vektor, Targetkonstrukt, 
25 (C) zeigt die genomische Struktur nach erfolgter homologer Rekombination des 

Vektors fur die homologe Rekombination in ein DHFR-Gen. Der Abstand 
zwischen den EcoRI-Schnittstellen betragt bei Verwendung des Vektors 
pNDl 2,9 kb bzw. 3,7 kb bei Verwendung des Vektors pHDI. Neo: 
Neomycin, Hyg: Hygromycin, kb: Kilobasen 



30 
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Figur 8 

zeigt einen Vektor, der eine fur ein Protein X kodierende Nukleinsauresequenz 
und eine fur ein DHFR-Protein kodierende Nukleinsauresequenz jeweils ein- 
5 schlie&Iich regulatorischer Sequenzen umfafct, die von zwei loxP-Sequenzen 
flankiert sind. Dieser Vektor kann zur Cre-Rekombinase katalysierten Integration 
in das Genom in eine loxP-Sequenz verwendet werden. 



SEQ ID NO. 1 zeigt eine erste HIF-bindende Nucleotidsequenz, 
10 SEQ ID NO. 2 zeigt eine zweite HIF-bindende Nuceotidsequenz, 
SEQ ID NO. 3 zeigt eine loxP-Sequenz. 



BEISPIELE 



15 Beispiel 1 Expression eines Ervthropoietin-Gens unter Kontrolle eines CMV- 
Promotors und Uberexpression von HIF 

Die Vektoren pHYG, pHIF-1a und pARNT (vgl. Figur 3) werden in genetisch 
veranderte HeLa-S3 Zellen transfiziert. In den Zellen wurde proximal zu dem 

20 Erythropoietin-Gen (EPO)-Translationsstart eines EPO-Allels ein CMV (Cytomega- 
lovirus) Promotor eingefuhrt, der die EPO-Expression kontrolliert. Die Zellen 
produzieren normalerweise 1 jjg Erythropoietin pro 24 Stunden pro 10 7 Zellen. 
Sie werden 24 Stunden vor der Transfektion mit einer Konzentration von 6 x 1 0 4 
Zellen pro 6 Lochplatte passagiert. Am Tag der Transfektion werden die Zellen 

25 mit einem DNA-DOTAP-Gemisch inkubiert. Das Gemisch enthalt 1,25 pg des 
jeweiligen Vektors, 1 Qfj\ DOTAP (Boehringer Mannheim 1 202375) ad 75 jj\ in 20 
mM Hepespuffer pro Loch. Das Gemisch wird fur 1 0-1 5 Minuten bei Raumtempe- 
ratur vorinkubiert. Die Zellen werden dann in 3 ml Medium pro Loch mit dem 
DNA-DOTAP fur 6 Stunden inkubiert. Anschliefcend werden die Zellen zweimal 

30 mit PBS-Puffer gewaschen und in Vollmedium fur 5 Tage kultiviert. Am Tag 3, 
4 und 5 werden jeweils 100 /j\ Uberstand entnommen und mit einem Ery- 
thropoietin ELISA analysiert. Der Assay ist am Tag 5 abgeschlossen und die 
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Zellzahl wird bestimmt. Die Erythropoietinmenge pro Loch wird bezogen auf 
gleiche Zellzahl berechnet (vgL Figur 3). 

Das Beispiel zeigt, daft eine Induktion des Erythropoietingens durch HIF immer 
5 noch moglich ist, obwohl eine heterologe Expressionskontrollsequenz (CMV- 
Promotor) in die Promotorregion eines Allels des Erythropoietingens eingefuhrt 
wurde. Die gemessene Erhohung der Erythropoietinkonzentration deutet auf eine 
synergistische Wirkung des Hypoxia-induzierten Faktors bzw. der Hypoxia- 
induzierten Faktoren auf beide Allele hin. 

10 

Es wird somit deutlich, daft die Expression einer endogenen Nukleinsauresequenz 
durch Einfuhren einer heterologen Expressionskontrollsequenz erhoht werden 
kann. Wird ein Aktivator (HIF) in der Zelle exprimiert, fur den in der Expressions- 
kontrollsequenz bindende Nukleinsauresequenz vorhanden sind, so kann die 
15 Expression dieses Gens weiter gesteigert werden. Sind entsprechende Sequenzen 
in diesem Genlocus nicht vorhanden, konnen sie gezielt durch das erfindungs- 
gemafte Verfahren mittels homologer Rekombination in das Genom eingebracht 
werden. 

20 Beispiel 2 Optimierte Anordnunq einer Expressionskontrollsequenz zur 
Erhohung der Expression einer endogenen Nukleinsaure 

5'-seitige Sequenzen eines endogenen Gens konnen sowohl die Expression 
stimulierende als auch reprimierende Eigenschaften aufweisen. Bei der Einfuhrung 

25 einer heterologen Expressionskontrollsequenz in das Genom 5'-seitig eines 
Zielgens wird die Expressionshohe durch die endogene 5'-seitige Sequenz 
beeinfluftt. Soil eine optimale Expression des Zielgens mittels einer heterologen 
Expressionskontrollsequenz erreicht werden, mulS diese so angeordnet werden, 
dafS durch 5'-seitige nichtkodierende Sequenzen des Zielgens die Aktivitat der 

30 heterologen Expressionskontrollsequenz nicht vermindert wird. Vorteilhaft ware 
eine gezielte Anordnung, um synergistische Effekte der einzelnen Sequenz- 
elemente zu erreichen. Um verschiedene Anordnungen der heterolgen Ex- 
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pressionskontrollsequenz zu testen, d.h. um beispielsweise festzustellen in 
welcher Entfernung zum Translationsstart der kodierenden Sequenz des Zielgens 
die heterologe Expressionskontrollsequenz in das Genom der Zelle integriert 
werden mufS, werden unterschiedliche Vektoren mit unterschiedlichen 5'-seitigen 
5 nichtkodierenden Nukleinsaurefragmenten des Zielgens getestet (vgl. Figur4). Die 
in Figur 4 beschriebenen Vektoren werden in HeLa S3 Zellen transfiziert und die 
Expression des Reportergens B-Galactosidase wird gemessen {vgl. Figur 5). 

24 Stunden vor dem Assay werden die Zellen mit einer Konzentration von 1 x 

10 10 6 Zellen pro 10 Zentimeter Petrischale passagiert. Am Tag der Transfektion 
werden die Zellen mit einem DNA-DOTAP-Gemisch inkubiert. Das Gemisch 
enthalt 1 pmol des jeweiligen Vektors (A3-178, A3-177, A3-175, A3-181 bzw. 
pNASSfc, vgl. Figur 4) in 60 fj\ DOTAP (Boehringer Mannheim 1202375) ad 300 
jj\ mit einer 20 mM HEPES-Puffer Losung. Das Gemisch wird 10-15 min bei 

is Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen werden in 6 ml serumfreiem Medium pro 
Petrischale mit DNA-D0TAP fur 6 Stunden vorinkubiert. Danach werden die 
Zellen zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und in Vollmedium fur 22 Stunden 
kultiviert. Um die fS-Galactosidaseexpression zu messen, werden die Zellen in 
200 fj\ PBS gewonnen und durch Gefieren bei -20°C und Auftauen lysiert. 10 jj\ 

20 des Lysats werden 1:10 mit Substrat verdiinnt (3,29 mM Chlorphenol Rot-fc-D- 
Galactopyranosid (Boehringer Mannheim 884308), 100 mM HEPES, 150 mM 
NaCI, 2 mM MgCI 2 , 1% BSA, 0,1% TritonX-100, 0,1% Natriumazid, pH7. Die 
Proben werden in 1 : 2 Schritten verdiinnt und in einer 96 Lochplatte bei 37°C 
inkubiert bis sich eine dunkelrote Farbe gebildet hat. Die Proben werden dann bei 

25 570/580 nm oder 550 nm gemessen. 

Wie aus Figur 5 deutlich wird, ist die Expression des Reportergens in Zellen am 
hochsten, die mit dem Vektor A3-178 transfiziert wurden. Die heterologe 
Expressionskontrollsequenz befindet sich in diesem Vektor proximal zum Trans- 
30 lationsstart der kodierenden Sequenz. 
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Mit diesem Verfahren kann somit einfach und schnell festgestellt werden, welche 
Anordnung einer heterologen Expressionskontrollsequenz im Genom einer 
Wirtszelle gewahlt werden mu(S, um eine optimale Expression eines endogenen 
Zielgens zu erreichen. 

5 

Beispiel 3 Herstellung von DHFR-negativen Zellen 

In einem ersten Schritt werden erfindungsgemafce Vektoren fur die Rekom- 
bination hergestellt. Diese Vektoren werden in einem zweiten Schritt in humane 
10 Zellinien transfiziert und auf homologe Rekombinationsereignisse gescreent. Auf 
diese Weise kann erst ein, dann das 2. Allel fur das DHFR-Gen inaktiviert werden. 

DHFR-Vektor fur die homologe Rekombination 

15 Das humane DHFR-Gen ist auf Chromosom 5 lokalisiert und umfalSt 30 kb, die 
sich in 6 Exons gliedern. Ein 1,8 kb grofSes EcoR1 -Fragment, welches Teile des 
Promotors, Teile von Exon 2 und das komplette Exon 1 enthalt, wird zur 
Herstellung des Vektors fur die homologe Rekombination verwendet. Exon 1 wird 
durch einen Aapl-Verdau entfernt und in die entstandene Lucke (0,45 kb) wird 

20 das Neo-(1 ,4 kb)- bzw. Hyg-(2,2 kb)-Resistenzgen uber Linker eingesetzt. Diese 
Linker enthalten zusatzlich zu den Adaptornukleotiden die minimale Sequenz 
TAT TG AAG CAT ATT ACA TAC GAT ATG CTT CAA TA (loxP-Sequenz). Die 
Linkersequenzen sind in der gleichen Orientierung, das Resistenzgen bevorzugt 
antisense zum DHFR-Gen angeordnet. Nachdem das Resistenzgen eingesetzt 

25 wurde, wird die Homologieregion vergrolSert. Hierzu wird der Vektor um das 
EcoRI Fragmente aus dem 3'-Bereich (6,0 kb) erweitert (Fig. 6). Man erhalt somit 
die erfindungsgema&en Targetkonstrukte pNDI (11,5 kb) und pHDI (12,3 kb). 

Nach erfolgreicher homologer Rekombination sind das komplette Exon 1 
30 (Aminosauren 1-28) und Teile des Promotors des DHFR-Gens entfernt. Die Zelle 
kann nun kein funktionelles DHFR-Protein mehr exprimieren. 
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Transfektion von Zellen 

Die verwendeten humanen Zellinien sollten nicht polyploid fur Chrornosom 5 sein 
und nicht unter MTX Selektion gehalten worden sein. In beiden Fallen warden 
5 mehr als 2 Allele zu inaktivieren sein. 

HeLa S3-Zel!en (ATCC CCL-2.2) 

Die Zellen werden in Gewebekulturflaschen in RPMI 1 640 Medium, 1 0% fotalem 
io Kalberserum, 2 mM L-GIutamin und 1 mM MEM (nichtessentielle Aminosauren) 
kultiviert. Die Inkubation erfolgt bei 37°C und 5% C0 2 . Der Elektroporations- 
puffer enthalt 20 mM Hepes, 1 38 mM NaCI, 5 mM KCI, 0,7 mM Na 2 HP0 4 . 6 mM 
D-Glucose-Monohydrat, pH 7,0. 10 jjg linearisierte Vektor-DNA (pNDI) wird bei 
960 jjF und 250V in 1 x 10 7 Zellen elektroporiert (Biorad Gene Pulser). Nach der 
15 Elektroporation werden die Zellen in Medium mit 600 //g/ml G418 (Geneticin 
Boehringer Mannheim) aufgenommen und kultiviert. Nach 10 Tagen Selektion 
(Mediumwechsel alle 2 Tage) werden die positiven Klone isoliert und expandiert. 

HT1080 Zellen (ATCC CCL-121) 

20 

Die Kultivierung und Selektion der Zellen erfolgt wie fur HeLa S3-Zellen 
beschrieben mit DMEM-Medium mit 1 0 % fotalem Kalberserum, 2 mM L-GIutamin 
und 1 mM Natriumpyruvat. 

25 Namalwazellen (ATCC CRL-1432) 

Diese Zellinie ist eine Suspensionszellinie und mulS entsprechend kultiviert 
werden. Das Medium entspricht dem fur HeLa S3-Zellen beschriebenen. Nach der 
Transfektion werden die Zellen auf vierzig 96well-Platten verteilt. Positive Klone 
30 werden in 48-, 24-, 12- und 6-well Platten expaniert. Die Selektion erfolgt mit 1 
mg/ml G418. 
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Nachweis der DHFR-negativen ( + /-) Zellen 

Der Nachweis der Insertion des Vektors wird mittels Southern Blot Analyse oder 
PCR durchgefuhrt. Bei korrekt erfolgter homologer Rekombination wird nach 
5 EcoRl-Verdau zusatzlich zu einer 1,8 kb Bande, die das intakte DHFR-Gen 
reprasentiert, eine 2,9 kb Bande nachgewiesen, welche durch die Insertion des 
Neo-Gens entstanden ist (Figur 7c). Mischklone (ungleiches Verhaltnis der 
Bandenintensitat in Southern Blot) werden Gber Einzelzellablage im FACS 
getrennt, subkloniert und anschliefcend expandiert. In den als positiv identifizier- 
10 ten Klonen ist ein Allel des DHFR-Gen inaktiviert. 

Erzeugung von DHFR-negativen (-/-) Zellen 

Zellklone, in denen ein DHFR-Allel ( + /-) inaktiviert ist, konnen einer erneuten 
15 homologen Rekombination unterzogen werden. Hierzu werden sie wie oben 
beschrieben mit 10 /jg linearisierter DNA des Vektors pHDI transfiziert. Die 
Selektion erfolgt in Medium mit 500/yg/mI Hygromycin B (Boehringer Mannheim). 

Durch eine Erhohung der G41 8-Konzentration im Medium kann der Selektions- 
20 druck auf DHFR +/ " Zellen erhoht werden und DHFR" 7 " Zellen erhalten werden. Eine 
genetische Konversion fuhrt zu einer interchromosomalen Rekombination, 
wodurch das zweite DHFR-Allel inaktiviert wird. 

Die DHFR" A Zellen enthalten zwei inaktivierte DHFR-Allele und konnen kein 
25 Tetrahydrofolat mehr synthetisieren. Daher mulS dem Medium Thymidin, Glycin 
und Purin zugegeben werden (Supplementation). Gegebenenfalls werden die 
Zellen in a Medium (Gibco BRL) kultiviert. 

Der Nachweis der DHFR" 7 * Zellen erfolgt wie oben beschrieben. Bei homozygoten 
30 DHFR-negativen Zellen ist keine Wildtypbande (1,8 kb) nachweisbar. Zellen, die 
mit pHDI transfiziert wurden, zeigen nach homologer Rekombination eine neue 
3,7 kb Bande in EcoRI Southern Blot (Figur 7c). 
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Verwenclung von DHFR-negativen Zellen (-/-) 

Die erfindungsgema&en Zellen konnen zur Hochproduktion von Proteinen 
verwendet werden. Hierzu wird ein erfindungsgemafcer Vektor (gemafS Figur 8) 
5 und ein eine Cre-Rekombinase kodierender Expressionsvektor in die DHFR'' Zellen 
transfiziert. Die Cre-Rekombinase entfernt die Antibiotikum-Resistenz aus dem 
DHFR-Genlocus und integriert in die loxP-Sequenz im Genom der DHFR"'' Zelle 
den erfindungsgema&en Vektor. Die Zellen werden wieder antibiotikumsensitiv 
und unabhangig von einer Thymidin, Glycin und Purin Supplementation. 

10 

Die Selektion kann durch Verwendung eines Mediums ohne Supplementation 
oder durch Zugabe eines geeigneten Antibiotikums zum Kulturmedium erfolgen. 
Das Antibiotikum entspricht dabei dem Resistenzgen, das durch die Cre- 
Rekombinase aus dem Genom der Zelle entfernt wurde. Enthalt der in die loxP- 
15 Sequenz integrierte Vektor ein positives Selektionsmarkergen, kann die Selektion 
durch Zugabe dieses Antibiotikums zum Medium durchgefuhrt werden. 

Erhohung der Produktionsleistung durch Genamplifikation 

20 Um die Produktionsleistung der Zellen fur das rekombinante Protein zu erhohen, 
wird eine Methotrexat (MTX)-Selektion durchgefuhrt, wodurch das in die Zelle 
eingefuhrte DHFR-Gen und die heterologe fur ein Protein kodierende Nu- 
kleinsauresequenz amplifiziert werden. 

25 Um eine Amplifikation zu erreichen, werden die Zellen in Gegenwart von 
steigenden Konzentrationen (100-1000 mM) MTX kultiviert. Der Grad der 
Amplifikation erfolgt uber densitometrische Auswertung von vergleichenden 
Southern Blots (vor, wahrend, nach MTX-Zugabe). 

30 Die nach dem Amplifikationsschritt erhaltenen erfindungsgemaften Zellen 
enthalten an dem loxP-Locus viele Kopien des eingefuhrten DHFR-Gens und der 




eingefuhrten heterologen Nukleinsauresequenz. Siezeichnensichdurcheinehohe 
Produktionsleistung der heterologen Nukleinsaure aus. 
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Im Folgenden sind bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung als Bestandteil 
der Beschreibung dargestellt: 



1 . Verfahren zum Verandern der Expression einer in einer eukaryontischen 
5 Zelle endogen vorliegenden Nukleinsauresequenz, 

dadurch gekennzeichnet, 
daft 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer ersten 
10 heterologen Expressionskontrollsequenz und einem ersten 

Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) mindestens jeweils zwei die Sequenz (i) und (ii) flankierende 
Zielsequenzen fur eine ortsspezifische Rekombinase, 

15 (iv) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) flankierende DNA-Sequenzen, 

die homolog zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom der 
Zelle sind, urn eine homologe Rekombination zu erlauben, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 
eine homologe Rekombination des Vektors erfolgt, und 

20 (c) die gemafc Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 



2. Verfahren nach Punkt 1, 
dadurch gekennzeichent, 

date man als Rekombinase-Zielsequenzen loxP-Sequenzen verwendet. 

25 

3. Verfahren nach Punkt 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die Zelle eine humane Zelle ist. 



30 4. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafl die Zelle eine immortalisierte Zelle ist. 
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5. Verfahren nach Punkt 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc die Zelle eine HT1080-, Namalwa- oder HeLa S3 Zelle ist. 



5 6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die heterologe Expressionskontrollsequenz einen Promotor/Enhancer, 
vorzugsweise einen viraler Promotor, besonders bevorzugt einen CMV- 
Promotor umfafSt. 

10 

7. Verfahren nach einem der Punkte 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc die heterologe Expressionskontrollsequenz eine 3'-nichtkodierende 
Sequenz umfa&t. 

15 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die homologen Sequenzen so ausgewahlt werden, date durch die 
homologe Rekombination eine endogene Expressionskontrollsequenz der 
20 endogen vorliegenden Nukleinsauresequenz entfernt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc das positive Selektionsmarkergen ein Neomycin-, Kanamycin-, 
25 Geneticin- oder Hygromycin-Resistenzgen ist. 



10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS der Vektor weiterhin ein negatives Selektionsmarkergen umfa&t, 
30 welches au&erhalb der homologen Sequenzen gemafc Anspruch 1 (a) (iv) 

angeordnet ist. 



# 
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1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& die zwischen den Rekombinase-Zielsequenzen lokalisierte Nukleinsau- 
resequenz durch transiente Aktivierung einer die Zielsequenzen erkennen- 
s den ortsspezifischen Rekombinase aus dem Genom der Zelle herausge- 

schnitten wird. 

12. Verfahren nach Punkt 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

10 daS 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem weiteren Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer zweiten 

heterologen Expressionskontrollsequenz und einem zweiten 

* 

Amplifikationsgen, 

15 (ii) ein positives Selektionsmarkergen, das sich vorzugsweise 

von dem positiven Selektionsmarkergen des ersten Vektors 
unterscheidet und 
(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende 
Rekombinase-Zielsequenzen, 
20 (b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 

eine Integration der von den Zielsequenzen flankierten Sequenz an 
der Zielsequenz im Genom der Zelle erfolgt, 

(c) die gemafc Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird und 

(d) gegebenenfalls die Schritte (a) bis (c) mindestens einmal mit jeweils 
25 variierenden Expressionskontrollsequenzen oder/und Amplifikations- 

genen wiederholt werden. 

13. Vektor fur die homologe Rekombination, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer Expressionskontroll- 
30 sequenz und einem Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 
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(iii) mindestens zwei Sequenzen (i) und (ii) flankierende Zielsequenzen 
fur eine ortsspezifische Rekombinase, 

(iv) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) flankierende DNA-Sequenzen, die 
homolog zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom einer Zelle sind, 

5 um eine homologe Rekombination zu erlauben, und 

(v) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen. 

14. Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer heterologen Ex- 
io pressionskontrollsequenz und einem Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende Rekom- 
binase-Zielsequenzen, und 

(iv) gegebenenfalls ein ein negatives Selektionsmarkergen. 

15 

15. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, erhaltlich durch ein 
Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12. 

16. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 
20 dadurch gekennzeichnet, 

dafJ sie 

(a) mindestens eine chromosomal lokalisierte Sequenz ausgewahlt aus 
einer heterologen Expressionskontrollsequenz und einem Am- 
plifikationsgen in operativer VerknCipfung mit einer endogen 

25 vorliegenden Nukleinsauresequenz enthalt und wobei 

(b) diese Sequenz flankiert ist von Rekombinase-Zielsequenzen. 

17. Verfahren zum Verandern der Expression einer in einer eukaryontischen 
Zelle endogen vorliegenden Nukleinsauresequenz, 

30 dadurch gekennzeichnet, 

dafJ 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem Vektor, umfassend 




10 
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(i) mindestens eine Aktivatorprotein bindende Nukleinsaurese- 
quenz, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die 
homolog zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom der Zelle 
sind, um eine homologe Rekombination zu erlauben, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 
eine homologe Rekombination des Vektors erfolgt, und 

(c) die gemaB Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 



18. Verfahren nach Punkt 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(S mindestens eine Hypoxia-lnducible-Faktor (HIF)-bindende Nukleinsau- 
resequenz verwendet wird. 

15 

19. Verfahren nach Punkt 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die HIF-bindende Nukleinsauresequenz ausgewahlt wird aus der 53 bp 
Sequenz gemafc Sequenz ID NO. 1 , der 43 bp Sequenz gemafS Sequenz ID 
20 NO. 2, einer zu diesen Sequenzen homologen Sequenz oder einer mit 

diesen Sequenzen unter stringenten Bedingungen hybridisierenden 
Sequenz. 



20. Verfahren nach einem der Punkte 17 bis 19 weiterhin umfassend 
25 Transfizieren der Zelle mit einem Vektor, umfassend 

(i) eine fur ein Aktivatorprotein kodierende Nukleinsauresequenz, die 
operativ verbunden ist mit einer in dieser Zelle aktiven Expres- 
sionskontrollsequenz und 

(ii) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen. 



30 
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21 . Verfahren nach Punkt 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

date das Aktivatorprotein ein HIF-1a- oder/und HIF-1 B-Protein ist. 

5 22. Verfahren nach einem der Punkte 18 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS die Zellen bei einer 0 2 -Konzentration von 0,1 bis 2 % kultiviert 
werden. 

io 23. Vektor fur die homologe Rekombination, umfassend 

(i) mindestens eine ein Aktivatorprotein bindende Nukleinsaurese- 
quenz, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog 
i5 zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom einer Zelle sind, um eine 

homologe Rekombination zu erlauben. 

24. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, erhaltlich durch ein 
Verfahren nach einem der Punkte 17 bis 21. 

20 

25. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, 

date sie mindestens ein heterologes, chromosomal lokalisiertes, ein 
Aktivatorprotein/-komplex bindendes Nukleinsaurefragment operativ 
25 verknupft mit einem endogen in der Zelle vorliegenden Gen enthalt. 

26. Verfahren zum Testen des Einflusses von nichtkodierenden Nukleinsaure- 
sequenzen aus dem Bereich eines in einer eukaryontischen Zelle endogen 
vorliegenden Zieigens auf dessen Expression, das dadurch gekennzeichnet 

30 ist, date 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem Vektor, umfassend 
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(i) 



eine heterologe in der Zelle aktive oder aktivierbare Ex- 



10 27. 



is 28. 



20 



25 29. 



pressionskontrollsequenz operativ verknupft mit einem 
Reportergen, und 
(ii) 5'-seitig oder/und 3'-seitig nichtkodierendeNukleinsaurefrag- 
mente aus dem Bereich des Zielgens, 

(b) die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen die 
Expressionskontrollsequenz aktiv ist, und 

(c) die Expression des Reportergens gemessen wird. 

Verfahren nach Punkt 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

date das Reportergen fur Chloramphenicol-Acetyl-Transferase (CAT), fc-Gal- 
aktosidase (fc-Gal) oder LacZ kodiert. 

Verfahren nach einem der Punkte 26 oder 27, 

dadurch gekennzeichnet, 

date 

(a) mindestens 2 Vektoren, die voneinander verschiedene 5'-seitige 
oder/und 3'-seitige nichtkodierende Nukleinsaurefragmente des 
Zielgens enthalten, in jeweils unterschiedliche Zellen transfiziert 
werden und 

(b) die Expression des Reportergens in den unterschiedlichen Zellen 
bestimmt wird. 

Verfahren zur Bereitstellung einer DHFR-negativen eukaryontischen Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

daR 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Zielsequenz fur eine ortsspezifische Rekom- 
binase, 

(ii) die Sequenz (i) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu 
einer endogen in der Zelle vorliegenden DHFR-Nukleinsaure- 
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sequenz sind, um eine homologe Rekombination zu erlauben, 
und 

(iii) gegebenenfalls ein positives und gegebenenfalls ein negati- 
ves Selektionsmarkergen, 
5 (b) die transf izierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 

eine homologe Rekombination des Vektors erfolgt, und 
(c) die gemate Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 



30. Verfahren nach Punkt 29, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

date man als Rekombinase-Zielsequenzen loxP-Sequenzen verwendet. 



31. Verfahren nach einem der Punkte 29 oder 30, 
dadurch gekennzeichnet, 

is date die fur das positive Selektionsmarkergen kodierende Nukleinsaurese- 

quenzein Neomycin-, Kanamycin-, Geneticin-oder Hygromycin-Resistenz- 
gen ist. 

32. Verfahren nach einem der Punkte 29 bis 31 , 
20 dadurch gekennzeichnet, 

date die fur das negative Selektionsmarkergen kodierende Nukleinsaurese- 
quenz ein Thymidin-Kinase-Gen (TK) oder/und Hypoxanthin-Guanin- 
Phosphoribosyltransferase-Gen (HGPRT) ist. 

25 33. Verfahren nach einem der Punkte 29 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, 

date die von den Rekombinase-Zielsequenzen flankierte Sequenz aus dem 
Genom der Zelle durch eine transiente Aktivierung der entsprechenden 
Rekombinase herausgeschnitten wird. 



30 
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34. Verfahren zum Einfuhren eines heterologen DHFR-Gens in eine eukaryon- 
tische Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

date eine durch das Verfahren nach Punkt 33 erhaltene Zelle 
5 (a) transfiziert wird mit einem dritten Vektor, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, das sich 
vorzugsweise von dem positiven Selektionsmarkergen des 
ersten Vektors unterscheidet, 

(ii) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz, 

io (iii) eine zu amplifizierende fur ein Protein kodierende Nuklein- 

sauresequenz und 

wobei die Nukleinsauresequenz aus den Teilsequenzen (i), (ii) 
und (iii) 5'-seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens einer 
Rekombinase-Zielsequenz flankiert ist, 
i s (b) die transf izierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 

eine Integration der von Rekombinase-Zielsequenzen flankierten 
Nukleinsauresequenz an der bereits im Genom der Zelle bef indlichen 
Rekombinaase-Zielsequenz erfolgt und 
(c) die gemaS Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

20 

35. Vektor, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(ii) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz und 

(iii) eine fur ein gewiinschtes Protein kodierende Nukleinsauresequenz 
25 in exprimierbarer Form, 

wobei die Nukleinsauresequenz aus den Teilsequenzen (i), (ii) und (iii) 5'- 
seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens einer Rekombinase-Ziel- 
sequenz flankiert ist. 



30 36. 



Vektor fur die homologe Rekombination, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 
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(ii) mindestens jeweils eine Rekombinase-Zielsequenz, die die Sequenz 
(i) flankiert, 

(iii) die Sequenzen (i) und(ii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog 
zu einer endogen in einer Zelle vorliegenden DHFR-Nukleinsaurese- 

5 quenz sind, urn eine homologe Rekombination zu erlauben und 

(iv) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen auBerhalb der 
homologen Sequenzen (iii). 

37. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, erhaltlich durch ein 
10 Verfahren nach einem der Punkte 29 bis 34. 

38. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, 

date 

15 (a) mindestens eine endogene, fur eine DHFR kodierende Nukleinsaure- 

sequenz inaktiviert ist und 
(b) im Bereich dieser fur DHFR kodierenden Nukleinsauresequenz 
mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz in das Genom integriert 
ist. 

20 

39. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 
gekennzeichnet durch 

eine heterologe Nukleinsauresequenz im Bereich eines endogenen DHFR- 
Genlocus, umfassend 
25 (i) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz, 

(ii) eine fur ein gewiinschtes Protein kodierende Nukleinsauresequenz 
und 

(iii) mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz. 




SEQUENZ PROTOKO LL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Strasse 112-132 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: D-68305 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Optimierung von Zellen 
fuer die endogene Genaktivierung 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 3 

(iv) COMPUTER- LES BARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 53 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) S EQUEN Z BES CHRE I BUNG : SEQ ID NO: 1: 
CCTCTCCTCT AGGCCCGTGG GGCTGGCCCT GCACCGCCGA GCTTCCCGGG ATG 53 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 43 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CTACGTGCTG TCTCACACAG CCTGTCTGAC CTCTCGACCC TAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 



43 




(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3 
TATTGAAGCA TATTACATAC GATATGCTTC AATA 
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Anspruche 

Verfahren zum Verandern der Expression einer in einer eukaryontischen 
Zelle endogen vorliegenden Nukleinsauresequenz, 
dadurch gekennzeichnet, 
da& 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer ersteft 
heterologen Expressionskontrollsequenz und einem ersten 
Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) mindestens jeweils zwei die Sequenz (i) und (ii) flankierende 
Zielsequenzen fur eine ortsspezifische Rekombinase, 

(iv) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) flankierende DNA-Sequenzen, 
die homolog zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom der 
Zelle sind, um eine homologe Rekombination zu erlauben, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 
eine homologe Rekombination des Vektors erfolgt, und 

(c) die gema& Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichent, 

date man als Rekombinase-Zielsequenzen loxP-Sequenzen verwendet. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da& der Vektor weiterhin ein negatives Selektionsmarkergen umfafSt, 
welches aufcerhalb der homologen Sequenzen gemafS Anspruch 1 (a) (iv) 
angeordnet ist. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafcdie zwischen den Rekombinase-Zielsequenzen lokalisierte Nukleinsau- 
resequenz durch transiente Aktivierung einer die Zielsequenzen erkennen- 
den ortsspezifischen Rekombinase aus dem Genom der Zelle herausge- 
schnitten wird. 

Vektor fur die homologe Rekombination, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer Expressionskontroll- 
sequenz und einem Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) mindestens zwei Sequenzen (i) und (ii) flankierende Zielsequenzen 
fur eine ortsspezifische Rekombinase, 

(iv) die Sequenzen (i), (ii) und (iii) flankierende DNA-Sequenzen, die 
homolog zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom einer Zelle sind, 
um eine homologe Rekombination zu erlauben, und 

(v) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen. 

Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Sequenz ausgewahlt aus einer heterologen Ex- 
pressionskontrollsequenz und einem Amplifikationsgen, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) mindestens zwei die Sequenzen (i) und (ii) flankierende Rekom- 
binase-Zielsequenzen, und 

(iv) gegebenenfalls ein ein negatives Selektionsmarkergen. 

Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, 
dafi sie 

(a) mindestens eine chromosomal lokalisierte Sequenz ausgewahlt aus 
einer heterologen Expressionskontrollsequenz und einem Am- 
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plifikationsgen in operativer Verknupfung mit einer endogen 
vorliegenden Nukleinsauresequenz enthalt und wobei 
(b) diese Sequenz flankiert ist von Rekombinase-Zielsequenzen. 

5 8. Verfahren zum Verandern der Expression einer in einer eukaryontischen 
Zelle endogen vorliegenden Nukleinsauresequenz, 
dadurch gekennzeichnet, 
date 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem Vektor, umfassend 

io (i) mindestens eine Aktivatorprotein bindende Nukleinsaurese- 

quenz, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die 
homolog zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom der Zelle 

15 sind, um eine homologe Rekombination zu erlauben, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 
eine homologe Rekombination des Vektors erfolgt, und 

(c) die gemafc Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 

20 9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

date mindestens eine Hypoxia-Inducible-Faktor (HIF)-bindende Nukleinsau- 
resequenz verwendet wird. 

25 10. Vektor fur die homologe Rekombination, umfassend 

(i) mindestens eine ein Aktivatorprotein bindende Nukleinsaurese- 
quenz, 

(ii) ein positives Selektionsmarkergen, 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog 
30 zu einem Nukleinsaureabschnitt im Genom einer Zelle sind, um eine 

homologe Rekombination zu erlauben. 
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1 1 . Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, erhaltlich durch ein 
Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 10. 

12. Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 
5 dadurcn gekennzeichnet, 

date sie mindestens ein heterologes, chromosomal lokalisiertes, ein 
Aktivatorprotein/-komplex bindendes Nukleinsaurefragment operativ 
verknupft mit einem endogen in der Zelle vorliegenden Gen enthalt. 

10 13. Verfahren zum Testen des Einflusses von nichtkodierenden Nukleinsaure- 
sequenzen aus dem Bereich eines in einer eukaryontischen Zelle endogen 
vorliegenden Zielgens auf dessen Expression, dasdadurch gekennzeichnet 
ist, date 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem Vektor, umfassend 
15 (i) eine heterologe in der Zelle aktive oder aktivierbare Ex- 

pressionskontrollsequenz operativ verknupft mit einem 
Reportergen, und 
(ii) 5'-seitig oder/und 3'-seitig nichtkodierende Nukleinsauref rag- 
mente aus dem Bereich des Zielgens, 
20 (b) die Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen die 

Expressionskontrollsequenz aktiv ist, und 
(c) die Expression des Reportergens gemessen wird. 

14. Verfahren zur Bereitstellung einer DHFR-negativen eukaryontischen Zelle, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

daft 

(a) die Zelle transfiziert wird mit einem ersten Vektor, umfassend 

(i) mindestens eine Zielsequenz fur eine ortsspezifische Rekom- 
binase, 

30 (ii) die Sequenz (i) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog zu 

einer endogen in der Zelle vorliegenden DHFR-Nukleinsaure- 
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sequenz sind, urn eine homologe Rekombination zu erlauben, 
und 

(iii) gegebenenfalls ein positives und gegebenenfalls ein negati- 
ves Selektionsmarkergen, 
5 (b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 

eine homologe Rekombination des Vektors erfoigt, und 
(c) die gemafc Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 



1 5. Verfahren zum Einfuhren eines heterologen DHFR-Gens in eine eukaryon- 
io tische Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

daft eine durch das Verfahren nach Anspruch 14 erhaltene Zelle 

(a) transfiziert wird mit einem dritten Vektor, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, das sich 
15 vorzugsweise von dem positiven Selektionsmarkergen des 

ersten Vektors unterscheidet, 

(ii) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz, 

(iii) eine zu amplifizierende fur ein Protein kodierende Nuklein- 
sauresequenz in exprimierbarer Form und 

20 wobei die Nukleinsauresequenz aus den Teilsequenzen (i), (ii) 

und (iii) 5'-seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens einer 
Rekombinase-Zielsequenz flankiert ist, 

(b) die transfizierte Zelle unter Bedingungen kultiviert wird, unter denen 
eine Integration der von Rekombinase-Zielsequenzen flankierten 

25 Nukleinsauresequenz an der bereits im Genom der Zelle befindlichen 

Rekombinaase-Zielsequenz erfoigt und 

(c) die gemafc Schritt (b) erhaltene Zelle gewonnen wird. 



30 



16. 



Vektor, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(ii) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz und 



(iii) eine fur ein gewunschtes Protein kodierende Nukleinsauresequenz 

in exprimierbarer Form, 
wobei die Nukleinsauresequenz aus den Teilsequenzen (i), (ii) und (iii) 5'- 
seitig und 3'-seitig jeweils von mindestens einer Rekombinase-Ziel- 
sequenz flankiert ist. 

Vektor fur die homologe Rekombination, umfassend 

(i) gegebenenfalls ein positives Selektionsmarkergen, 

(ii) mindestens jeweils eine Rekombinase-Zielsequenz, die die Sequenz 
(i) flankiert, 

(iii) die Sequenzen (i) und (ii) flankierende DNA-Sequenzen, die homolog 
zu einer endogen in einer Zelle vorliegenden DHFR-Nukleinsaurese- 
quenz sind, um eine homologe Rekombination zu erlauben und 

<iv) gegebenenfalls ein negatives Selektionsmarkergen auflerhalb der 
homologen Sequenzen (iii). 

Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

daft 

(a) mindestens eine endogene, fur eine DHFR kodierende Nukleinsaure- 
sequenz inaktiviert ist und 

(b) im Bereich dieser fur DHFR kodierenden Nukleinsauresequenz 
mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz in das Genom integriert 
ist. 

Eukaryontische Zelle, vorzugsweise humane Zelle, 
gekennzeichnet durch 

eine heterologe Nukleinsauresequenz im Bereich eines endogenen DHFR- 
Genlocus, umfassend 

(i) eine fur eine DHFR kodierende Nukleinsauresequenz, 

(ii) eine fur ein gewunschtes Protein kodierende Nukleinsauresequenz 
und 
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) mindestens eine Rekombinase-Zielsequenz. 



Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft Verfahren zur Optimierung der Genexpression in Zellen. Ein 
erster Aspekt betrifft ein Verfahren zum Verandern der Expression eines in einer 
eukaryontischen Zelle endogen vorliegenden Zielgens durch Einfuhren einer 
heterologen Expressionskontrollsequenz in das Genom der Zelle mittels 
homologer Rekombination, sowie das durch eine ortsspezifische Rekombinase 
vermittelte Herausschneiden der inserierten Fremd-DNA und ihr Ersetzen durch 
weitere heterologe Expressionskontrollsequenzen oder/und Amplifikationsgene. 
Weiterhin betrifft die Erfindung das Einfuhren einer oder mehrerer Nukleinsaure- 
sequenzen, an die ein Aktivatorprotein oder ein Aktivatorproteinkomplex, z.B. ein 
Hypoxia-lnducible-Factor (HIF) bindet, in das Genom einer eukaryontischen Zelle 
durch homologe Rekombination, um die Expression eines Zielgens zu verandern. 
Desweiteren betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Testen des Einflusses 5'- 
seitig oder 3'-seitig nicht kodierender Nukleinsaurefragmente auf die Expression 
eines Zielgens durch Bestimmen der Expression eines Reportergens. Au&erdem 
betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Bereitstellung einer eine Rekombinase- 
Zielsequenz enthaltende DHFR-negative eukaryontische Zelle sowie die 
Expression einer in der Rekombinase-Zielsequenz inserierten Nukieinsaurese- 
quenz. 
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